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Le prime nozioni circa la possibilita di una 
interferenza della bilirubina sul metabolismo 
cellulare derivano da osservazioni sperimentali 
ottenute da pediatri americani. 

Essi, nel corso di studi intesi a chiarire l’im- 

nza della bilirubina nella patogenesi del- 
Pencefalo atia che accompagna I’ittero nucleare, 
hanno il problema di stabilire se 
la bilirubina possa esercitare un’azione tossica 
sulle cellule nervose. 

Nel corso di questi studi é stato possibile 
evidenziare come al pigmento bilirubinico si 
possa effettivamente attribuire una sicura atti- 
tudine ad interferire sui processi metabolici 
del tessuto cerebrale. 

Risale al 1954 il primo rapporto di Day 
sull’argomento (1). In esso per la prima volta 
TAutore dimostrava che la Filirubyna capace 


Nel presente lavoro sono usate le seguenti abbre- 
Viazioni: 


Ald = fruttoso-1,6-difosfato-aldolasi; Alk.P-asi = fosfatasi alca- 
lina; ATP-asi = adenosintrifosfatasi; ATP, ADP, AMP = adenosin 
tri-,di--mono-fosfato; CHE = colinoesterasi; DPN-TPN = di-, 
tti-fosfopiridi leotide; DPNH-TPNH = di-,tri-fosfopiridin- 
“Mucleotide ridotto; GDH = glicerofosfatodeidrogenasi; GOT = 
Mansaminasi glutamico-ossalacetica; GPT = transaminasi gluta- 
Mico-piruvica; G-6-PDH = glucosio-6-fosfatodeidrogenasi; G-6- 
-P-asi = glucosio-6-fosfatasi; LDH = latticodeidrogenasi; MDH 
= malicodeidrogenasi; PG] = fosfoglicoisomerasi; PK = piru- 
Vicochinasi; PGM = fosfoglicomutasi; F-1,6-P-asi = fruttosio- 
+1,6-difosfatasi; 6-PGL = 6-fosfogluconico deidrogenasi. 


di inibire fortemente la respirazione endogena 
del tessuto cerebrale: il fenomeno poteva essere 
osservato valutando in apparecchio di Warburg 
il consumo di O, di frammenti o di omogenati 
del tessuto, previa l’addizione in vitro di quan- 
tita opportune di una soluzione di bilirubina 
del commercio (bilirubina indiretta). Esso 

oteva riprodursi, perd, anche utilizzando 
Pitirubina indiretta ricavata dal siero di sog- 
getti emolitici. 

Nel corso di successive ricerche, lo stesso 
Autore otteneva anche sul diaframma del ratto 
osservazioni analoghe (2). 

In seguito Waters e Bowen (3) poterono 
precisare che la sensibilita del tessuto cerebrale 
all’azione antiossidativa del pigmento biliru- 
binico varia nel ratto con Pe: é massima 
infatti nel ratto neonato, con una percentuale 
di inibizione del 67 + 1%; minore, a parita 
di condizioni sperimentali, ma sempre assai 
netta e significativa, nel ratto adulto, con una 
percentuale di inibizione del 22 + 2 %. 

Assai di recente; Kuster e Dortmann (4) 
hanno dimostrato, inoltre, un effetto tossico 
della. bilirubina indiretta sullo sviluppo di 
culture di vari tessuti embrionali. 

Ricerche condotte in vivo hanno consentito 
a Day di dimostrare un’assai elevata mortalita 
nei ratti neonati ai quali la bilirubina era 
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iniettata per via intraperitoneale, ed a Moggi 
e Goriup (5) di evidenziare nel coniglio -un 
arresto dell’accrescimento ed un netto calo 
ponderale. 

Questi ultimi dati hanno interesse in quanto 
li si possono considerare come indice della 
capacita della bilirubina ad esercitare un’azione 
tossica a livello di tutti i tessuti animali e 
non del solo tessuto cerebrale. 


Il problema dei meccanismi attraverso cui 
la bilirubina interferisce sul metabolismo cel- 
lulare era stato gia affrontato nel 1952 a Boston, 
in occasione di un Congresso sulla eritroblastosi 
fetale. 

Najjar (6) in questa occasione formuléd l’ipo- 
tesi che la bilirubina potesse interferire sul 
metabolismo cerebrale in virti della somi- 
glianza fra la sua struttura molecolare e quella 
dell’eme. 

La molecola bilirubinica, grazie a questa 
analogia strutturale, potrebbe, in vivo, sosti- 
tuirsi a quella dell’eme nella sintesi del cito- 
cromo: ne risulterebbe la sintesi di un cito- 
cromo anomalo, incapace di fungere da tra- 
sportatore di H, con conseguente grave danno 
sistemi respiratori tessutali. 

Fu probabilmente proprio questa ipotesi che 
indusse pitt tardi Day a ricercare, sul piano 
sperimentale, un’eventuale interferenza del 
citocromo nei riguardi del fenomeno dell’ini- 
bizione ossidativa realizzata dalla bilirubina, 
permettendogli di dimostrare che l’inibizione 
ossidativa in questione pud essere rimossa in 
vitro dal citocromo C (1). 

Cid si attua secondo un rapporto molare 
fisso, e cioé 1 mole di citocromo per 5 moli 
di bilirubina (2). 

Queste osservazioni indussero |’ Autore a ri- 
tenere che si realizzasse fra le due sostanze 
un’azione di tipo competitivo: la bilirubina 
interferirebbe cioé sul metabolismo ossidativo 
cerebrale proprio per un effetto di blocco a 
livello dell catena dei citocromi. Tale ipotesi 
é avvalorata dal fatto che, in vitro, linibizione 
ossidativa pud essere rimossa dall’aggiunta di 
un eccesso di citocromo. 
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Bowen e Waters (8) formularono invece 
lipotesi che l’inibizione ossidativa bilirubinica 
fosse dovuta ad un intervento del pigmento a 
livello del sistema TPN-DPN. 

Essi infatti osservarono che se si studia il 
comportamento del fenomeno d’inibizione su 
due sistemi ossidativi diversi, dei quali l’uno 
(succinato, acido ascorbico) agisce grazie al- 
l'intervento solo della catena dei citocromi, 
l’altro (x-chetoglutarato, malato) grazie all’in- 
tervento anche della catena TPN-DPN, I’ini- 
bizione si dimostra minima sul primo sistema, 
massima sul secondo. 

Inoltre, l’aggiunta di DPN al sistema ossi- 
dativo bloccato dalla presenza del pigmento 
bilirubinico in un rapporto molare 1 : 1 per- 
mette di rimuovere I’inibizione stessa. 

Sulla base di tali osservazioni, questi Autori 
considerarono giustificato attribuire il feno- 
meno ad un’interferenza della bilirubina a 
livello della catena TPN-DPN, anziché a 
livello della catena dei citocromi. Bessman 
(9) perd fa notare che mentre i sistemi suc- 
cinato e acido ascorbico sono resistentissimi 
di fronte alle ingiurie chimiche, i sistemi 
z-chetoglutarato e malato, usati per confronto 
da Waters e Bowen, sono estremamente deli- 
cati. L’inibizione di essi sarebbe piuttosto da 
imputare a sia pur minime variazioni della 
osmolarita e del pH dei liquidi di reazione, 
determinate dalla aggiunta delle soluzioni di 
bilirubina. Esse sono debolmente _alcaline, 
perché la bilirubina resta difficilmente in solu- 
zione a pH inferiori a 7,7. 

La sensibilita del DPN ad elevazioni del 
pH anche solo di poco al di sopra della neu- 
tralita sarebbe, secondo Bessman, motivo suf- 
ficiente per infirmare le ricerche sui rapporti 
tra bilirubina e catena del TPN-DPN com- 
piute dai due precedenti Autori. 

La possibilita che l’influenza della biliru- 
bina sui processi ossidativi cellulari si esplichi 
mediante un’azione a livello degli apoenzimi 
é stata, in seguito, prospettata da Childs e 
Najjar (7). Questi AA. infatti hanno formu- 
lato l’ipotesi che la bilirubina possa interferire 
sul metabolismo dei tessuti in quanto capace 
di legarsi, nell’ambiente shioolidiaia: a sub- 
strati proteici di natura apoenzimatica. 
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E da ricordare inoltre che la molecola bili- 
rubinica sarebbe solitamente unita ad una 
globulina plasmatica, dalla quale pud perd 
rendersi facilmente libera; in tale condizione, 
la presenza di due gruppi acido-propionici con- 
ferisce alla molecola del pigmento una forte 
carica negativa: la bilirubina, per questo mo- 
tivo, avrebbe una particolare tendenza ad as- 
sorbirsi alle delle cellule potrebbe 
pertanto interferire sul metabolismo tessutale, 
anche semplicemente per un effetto di mem- 
brana. 

Zettersttom ed Ernster (10) infine hanno 
potuto dimostrare, che la bilirubina, nei ri- 
guardi di mitocondri isolati di fegato di ratto, 
determina un’eccitazione dell’ATP-asi, una 
inibizione dei processi ossidativi ed un con- 
seguente abbassamento del rapporto P/O, 
analogo a quello provocato dall’1,4-dinitrofe- 
nolo. Verrebbe cosi attribuita alla bilirubina 
anche un’interferenza a livello dei processi 
enzimatici che riguardano il metabolismo dei 
gruppi ad alto livello energetico. 


Le nozioni sin qui acquisite hanno solleci- 
tato il nostro interesse ad estendere ed : 
profondire le conoscenze circa i rapporti f 
bilirubina e metabolismo cellulare, anche per- 
cht nel 1957 Bowen (8), riassumendo in un 
certo senso il lavoro sperimentale svolto da 
lui stesso e da Day, faceva notare che, mentre 
poteva considerarsi sicuramente dimostrata la 
capacita della bilirubina ad esplicare un’azione 
imibitrice sulla respirazione endogena del tes- 
suto cerebrale, assai incerta si doveva conside- 
rare ancora la possibilita di riprodurre un 
analogo fenomeno su altri parenchimi. 

Questa asserzione ci ha spinto ad indagare 
se tale interferenza in senso metabolico fosse 
effettivamente esplicata dalla bilirubina solo 
nei riguardi del tessuto nervoso, per il quale 
essa potrebbe avere un tropismo particolare 
© non si estenda invece pw ad altri tessuti. 

Cosi abbiamo voluto indirizzare le nostre 
ticerche anche ad altri parenchimi, oltre che 
a quello cerebrale, ed in particolare ai tessuti 
epatico, renale, miocardico ¢ splenico di ratto 
e al tessuto epatico umano. 


I] problema potrebbe acquistare un interesse 
del tutto particolare, specie nei riguardi del 
tessuto epatico, per ake ae motivi. La pa- 
tologia epatica infatti pud comportare accu- 
muli di bilirubina nell’ organo stesso ¢ nell’ or- 
ganismo in toto, d’entita anche assai rilevante. 
Pertanto la dimostrazione di interterenze di 
ordine metabolico da parte del pigmento nei 
riguardi delle cellule potrebbe fornire un 
interessante spunto, utile specie in campo di 
patologia umana, per interpretare l’effetto le- 
sivo della colostasi. 

Al fine di stabilire se l’interferenza del pig- 
mento si esplichi eventualmente tramite un 
insulto localizzato con specificita a livello di 
determinati enzimi o sistemi enzimatici, ab- 
biamo esteso le nostre ricerche studiando, a 
livello dei tessuti predetti, il comportamento 
di numerosi enzimi delle vie glicolitiche di 
Embden-Mayerhof e di Warburg-Dickens, del 
ciclo di Krebs e del metabolismo energetico. 

Una indagine in questo senso é stata con- 
dotta anche sui globuli rossi di ammalati itte- 
rici. 

Completa questa ricerca uno studio sul com- 
portamento dei substrati ad alto livello ener- 
getico (ATP, ADP, AMP) e degli acidi piru- 
vico, lattico e x-chetoglutarico. 


MATERIALI E METODI 


Le ricerche sul ratto sono state condotte impiegando 
un lotto omogeneo di ratti di ceppo Sprague Dawley, 
dell’eta media di 90 giorni, alimentati sin dallo svez- 
zamento con dieta standard secondo Randoin e 
Causeret (11). 


Un gruppo di questi ratti é stato sottoposto ad in- 
tervento di legatura del coledoco: il coledoco (che, 
come é noto, nel ratto é costituito da un fascio di 
dotti multipli) é stato legato all’estremita prossimale 
ed a quella distale ed interrotto fra di esse. I ratti 
sono stati impiegati per gli esperimenti 15 giorni 
circa dopo l’intervento. 


Gli animali sono stati sacrificati, dopo 12 ore di 
digiuno, mediante decapitazione e dissanguamento. 


I frustoli di tessuto epatico umano sono stati ottenuti 
in sede chirurgica nel corso di interventi sull’addome: 
essi sono stati posti immediatamente in recipiente a 
zero gradi e rapidamente trasportati in camera fredda 
a zero gradi. 
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Gli omogenati sono stati preparati in camera fredda 
a zero gradi mediante apparecchio di Elvehjem e 
Potter, sospendendo i tessuti in KCl isotonico. 


Le fettine d’organo sono state ottenute mediante 
rasoio a mano e rapidamente pesate prima dell’im- 
piego, sempre in ambiente refrigerato a zero gradi. 


Le ricerche sul globulo rosso sono state condotte su 
emolisati preparati secondo la tecnica di Huennekens 
(12). 


Il sangue prelevato da soggetti a digiuno in siringa 
eparinata, evitando per quanto possibile ogni stasi 
venosa, veniva centrifugato a zero gradi onde rimuo- 
vere la quota plasmatica e la cosiddetta crosta flogistica. 
Gli eritrociti venivano ripetutamente lavati con solu- 
zione fisiologica mantenendo un valore ematocrito 
standard. A lavaggio ultimato sulla sospensione di 
emazie in soluzione salina veniva eseguito il conteggio 
degli eritrociti. Indi la sospensione raccolta in apposito 
recipiente veniva posta in miscela di ghiaccio secco- 
-etere (-s0°, -60°), fino a completo congelamento; 


ambiente l’aria, sospendendo sia gli omogenati che le 
fettine in medium II di Krebs (33). In ogni vaschetta 
si é aggiunta anche una quantita adeguata di amide 
nicotinica, al fine di proteggere i coenzimi dai rispet- 
tivi enzimi litici. 

La bilirubina, sciolta in soluzione acquosa debol- 
mente alcalina, é stata posta nei bracci laterali delle 
vaschette e versata nella cavita principale alla fine del 
periodo di equilibrio: il pH del mezzo di reazione 
era compreso, dopo l’aggiunta della bilirubina, fra 
valori di 7,2 e di 7,7. 


Le letture manometriche sono state eseguite ogni 
5’ € proseguite per un minimo di 20’. 


La ricerca sulle singole attivita enzimatiche @ stata 
condotta con le metodiche di cui al prospetto che 
segue e secondo gli Autori in esso elencati. Le letture 
fotometriche sono state eseguite con fotometro Ep- 
pendorf, in celle termoregolate a 25°, alla lunghezza 
d’onda di 366 mu. 


| Acido lattico 


Acido 2-chetoglutarico 


Najjar (13) 

Swanson (14) 

Bodansky (15) 

McGilvery (16) 

Sibley e Lehninger (17) 

Bock e Coll. (18) 

Beisenherz, Botze, Bucher e Coll. (19) 
Marks (20) 

Schimdt, Schmidt e Wildhirt (21) 
test ottico Boehringer 

test ottico Boehringer 

test ottico Boehringer 

Kielley (22) 

Heppel (23) 

Hestrin, mod. Fleisher e Pope (24) 
Adam e Bucher (25) 

test enzimatico Boehringer 

test enzimatico Boehringer 

test enzimatico Boehringer 


un successivo riscaldamento ottenuto ponendo il 
matraccio a bagnomaria caldo consentiva di ottenere 
un’emolisi completa. Si controllava che durante tale 
operazione la temperatura dell’emolisato non si innal- 
zasse oltre i +3°, +5°. Sull’emolisato veniva dosato 
il contenuto di emoglobina, usando uno spettroemo- 
globinometro Hellige. L’emolisato veniva poi diluito 
con soluzione salina isotonica nel rapporto 1 : 10, 
conservato a zero gradi e prontamente utilizzato. 


La respirazione endogenaé stata studiata in apparecchio 
di Warburg, a temperatura di 37°, usando come gas 


148 


La bilirubina indiretta del commercio ci é stata fornita 
dalla Casa Hoffmann La Roche. 


Il citocromo C (90%) ci é stato fornito dalla Sigma 
Chem. 


Per l’allestimento del medium II di Krebs i reagenti 
ci sono stati forniti dalla Casa Hoffmann La Roche. 


I reagenti per la determinazione delle singole atti- 
vita enzimatiche, dell7ATP, ADP e AMP, degli acidi 
piruvico, lattico e a-chetoglutarico ci sono stati for- 
niti dalla Ditta Boehringer di Mannheim. 
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ArrivitA ANTIOSSIDATIVA DELLA BILIRUBINA 
NEI RIGUARDI DEL TESSUTO EPATICO DEL RATTO 
NOKMALE. 


Al fine di studiare l’influenza esercitata dalla 
bilirubina sul tessuto epatico, abbiamo intra- 
preso una serie di esperimenti nel corso dei 
quali ci siamo = di determinare, dopo 
addizione di bilirubina, il comportamento 
della respirazione endogena sia di omogenati 
che di fettine di fegato, valutandola alobal- 
mente in apparecchio di Warburg mediante 
la misura del consumo di O,. 

Le ricerche sugli omogenati sono state con- 
dotte per evidenziare l’azione della bilirubina 
direttamente sugli enzimi respiratori del fegato, 
mentre le ricerche eseguite sulle fette sono 
state condotte onde stabilire la capacita del 
pigmento a penetrare néll’ambito cellulare, 
passando attraverso le membrane cellulari 
(28, 29, 30). 

noto infatti come con l’impiego delle 
fettine di organo si rispettino le strutture cel- 
lulari e si condizioni quindi ogni fenomeno 
alla permeabilita di membrana. 
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Grafico 1 — Influenza della bilirubina ‘sulla respirazione 
endogena di omogenati di tessuto epatico di ratto. 
Ogni punto @ la media di almeno 20 esperimenti. 


(in ascisse, moli x 10-7 di bilirubina; in ordinate, 4) O2/100 mg 
di tessuto fresco/h). 
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Grafico 2 - Influenza della bilirubina sulla respirazione 
endogena di fettine di tessuto epatico di ratto. Ogni 
punto é la media di almeno 15 esperimenti. 


(In ascisse, moli x 10~* di bilirubina; in ordinate, ul O2/100 mg 
di tessuto fresco/h). 


La respirazione endogena dell’omogenato 
di fegato viene inibita dall’aggiunta di dosi 
crescenti di bilirubina con caratteristiche che, 
riportate nel grafico 1, esprimono |’esistenza 
di un rapporto dose/effetto. 

I dati ottenuti sulle fettine di fegato dimo- 
strano anch’essi un’inibizione dell’attivita re- 
spiratoria indotta dalla bilirubina. La curva 
a fenomeno in questo caso ha caratteristiche 
particolari differenti da quanto osservato nel 
caso degli omogenati (grafico 2). 

Se ne deduce che anche quando la speri- 
mentazione venga condotta su fettine d’or- 
gano, la presenza di bilirubina nel mezzo di 
sospensione determina una forte diminuzione 
dell attivita respiratoria: pertanto si pud con- 
cludere che la bilirubina é capace di superare 
le barriere cellulari. 

Allostacolo rappresentato da queste @ pro- 
babilmente da imputare il differente compor- 
tamento delle curve esprimenti il fenomeno 
di inibizione. 
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Grafico 3 - Influenza della bilirubina, aggiunta all’inizio ¢ al 30° minuto d’esperimento, sulla respirazione endogena 
di omogenati di fegato di ratto. Ogni punto é la media di almeno 11 esperimenti. 


(In ascisse, tempo in minuti primi; in ordinate, 1] O2/100 mg di tessuto fresco/h). 


L’inibizione della bilirubina si esplica con 
estrema prontezza come é dimostrato dal- 
l’esperimento illustrato nel grafico 3; in 
alcune vaschette la bilirubina é stata aggiunta 
solo al 30° minuto d’esperimento; la respira- 
zione endogena dell’omogenato di fegato ha 
subito, da questo momento, un immediato 
arresto. 
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ATTIVITA ANTIOSSIDATIVA DELLE FRAZIONI BILI- 
RUBINICHE DIRETTA ED INDIRETTA ESTRAIBILI 
DAL SIERO UMANO E SEPARATE CON CROMATO- 
GRAFIA IN FASE INVERSA. 


Ci é sembrato opportuno stabilire se, ana- 
logamente alla bilirubina indiretta del com- 
mercio, impiegata in tutte le precedenti spe- 
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rimentazioni, anche le diverse frazioni biliru- 
biniche estraibili dal siero umano si rivelino 
atte a deprimere la respirazione endogena 
tessutale. 

Eventuali riferimenti in campo di patologia 
umana delle precitate osservazioni circa |’atti- 
vita sndealie del pigmento, ci sembra 
infatti non possano prescindere dalla dimostra- 
zione che anche le frazioni bilirubiniche del 
siero sono dotate di caratteristiche antimeta- 
boliche analoghe a quelle riconosciute alla 
bilirubina indiretta del commercio. 

Ci siamo ~— pertanto di studiare com- 
parativamente l’influenza esercitata sulla re- 
spirazione endogena del tessuto epatico del 
ratto dalla bilirubina indiretta del commercio 
e dalle tre frazioni bilirubiniche (bilirubina 
libera, mono- e di-glicuronide) ottenibili con 
metodiche di separazione cromatografica, dal 
siero di soggetti itterici (31). 

I risultati di tale sperimentazione sono illu- 
strati nel grafico 4. I dati ottenuti ci permettono 
di porre in evidenza che la bilirubina indiretta 
del commercio, la bilirubina libera del siero 
(bilirubina indiretta) e le frazioni mono- e 


di-glicuronidiche del siero (bilirubina diretta) 40°F 


aggiunte in vitro, in quantita scalari ad omo- 
genati di fegato di ratto ne inibiscono la 
tespirazione endogena con caratteristiche assai 
simili. Le lievi iemee osservate fra le 4 
curve di inibizione non assumono mai, in 
nessun caso, significativita statistica. 


RICERCHE SUL COSTITUIRSI, DURANTE LO STATO 
ITTERICO, DI MECCANISMI ANTIBILIRUBINA. 


Negli stati morbosi condizionanti un ittero 
non é dato riscontrare, come é noto, un rap- 
porto fra l’accumulo del pigmento biliare ed il 
quadro dell’insufficienza del fegato. 
Cid non ci & sembrato accordarsi con i dati 
sperimentali da noi ottenuti che dimostre- 
tebbero, invece, una curva lineare di inibizione 
dell’attivitd respiratoria del fegato per l’ag- 
giunta di quantita scalari di bilirubina. 

Queste considerazioni ci hanno suggerito 
lipotesi che in vivo l’epatocita sia in grado di 
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mettere in atto meccanismi capaci di difen- 
dere dall’accumulo del pigmento le strutture 
cui é devoluto l’espletamento della funzione 
respiratoria. 

Ci é sembrato pertanto opportuno stabilire 
se nello stato itterico l’influenza della bilirubina 
sul metabolismo ossidativo del fegato si ma- 
nifestasse con caratteristiche diverse. 

In questo senso ci sembra interessante richia- 
mare i dati ottenuti da Biaggini e Novelli (32) 
con tecniche di osservazione microscopica in 
contrasto di fase: secondo tali risultati, 
la colostasi, si instaurerebbe « una condizione 
di resistenza all’azione tossica e litica della 
bile ». 

I nostri esperimenti sono stati ripetuti, per- 
tanto, su un lotto di ratti sottoposti a legatura 
del coledoco e sacrificati dopo un periodo di 
legatura di 10-15 giorni. 

Abbiamo potuto constatare che il fegato di 

uesti ratti, pur presentando un’attivita ossi- 
basale a quella del fegato 
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——— bilirubina libera del siero 
monoglicuronide 
------ diglicuronide 
0 1 2 3 4 


Grafico 4 - Influenza della bilirubina indiretta del 
commercio (Roche) ¢ delle tre frazioni bilirubiniche 
seriche, separate cromatograficamente, sulla respira- 
zione endogena di omogenati di fegato di ratto. 
Ogni punto é la media di almeno 7 esperimenti. 
Fra le quattro curve non vi sono differenze statisti- 
camente significative. 
(In ascisse, moli x 10~? di bilirubina; in ordinate, ul O2' 100 mg 
di tessuto fresco/h). 
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Grafico 5 — Influenza della bilirubina sulla respirazione 

endogena di omogenati di fegato di ratti normali e 

di ratti itterici per legatura del coledoco. Ogni punto 
é la media di 20 esperimenti. 


(In ascisse, moli x 10~’ di bilirubina; in ordinate, y] O2/100 mg 300- 


di tessuto fresco/h). 


normale, si dimostra assai meno sensibile del 
fegato normale di fronte alla noxa determinata 
dall’aggiunta in vitro di bilirubina. 

Infatti l’addizione di concentrazioni scalari 
di bilirubina al liquido di sospensione di omo- 
genati o di fettine ottenute dai fegati itterici 
in questione ha esplicato un’azione nettamente 


meno spiccata di quella osservata nel caso di100- 


omogenati o di fettine di fegatodi ratto normale. 

I dati assoluti e percentuali dedotti dallo 
studio comparato dell’ inibizione esercitata dalla 
bilirubina su omogenati e su fettine di fegati 
normali e patologici sono espressi nei dia- 
grammi ai grafici 5 ¢€ 6. 

Dal complesso di queste ricerche si pud 
quindi desumere che la bilirubina accumulatasi 
in vivo determina un'inibizione modesta delle 
attivita ossidative, e che la bilirubina aggiunta 
in vitro si dimostra molto meno efficace, nella 
sua attivita inibente, proprio su quei fegati nei 
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400, 


quali si era verificato in vivo un accumulo dj 
essa. 

Quest’ultimo fatto permette, a nostro avviso, 
di prospettare, sia pure in via ipotetica, la pos- 
sibilita di attuazione da parte dell’epatocita di 
meccanismi capaci di dikendeee dal pigmento 
che si va accumulando le strutture cui é de- 
voluto l’espletamento delle funzioni respira- 
torie. La conservazione dell’attivita funzionale, 
malgrado l’alto tenore di bilirubina a livello 
dei tessuti, potrebbe pertanto essere messa in 
relazione proprio con questa capacita, si po- 
trebbe dire antibilirubinica, della cellula epatica. 


100; 
604 @ 
404 
012 3 4 


fatto normale 
e-fatto itterico 


Bud 
Grafico 6 - Influenza della bilirubina sulla respirazione 
endogena di fettine di fegato di ratti normali e di 


ratti itterici per legatura del coledoco. Ogni punto 
é la media di almeno 20 esperimenti. 


(In ascisse, per entrambi i grafici, moli x 10~’ di bilirubina; in 
ordinate, per il grafico piccolo, % di inibizione; per il grafico 
grande, O2/100 mg di tessuto fresco/h). 
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EFFETTO DELLA BILIRUBINA SU SINGOLE ATTIVITA 
ENZiMATICHE DEL FEGATO DI RATTO. 


Nel corso di tutte le ricerche che abbiamo 
fin qui illustrate, la respirazione endogena 
tessutale @ stata sempre studiata globalmente, 
sospendendo l’omogenato in medium II di 
Krebs (33), in un mezzo, cioé, contenente di- 
versi substrati ossidabili quali glucosio, piru- 
vato, fumarato e glutamato e 
in apparecchio di Warburg, il consumo di Og. 


della glicolisi, operanti sia lungo la via di 
Embden-Mayerhof (PGM, G-6-P-asi, PGI, 
F-1,6-P-asi, Ald, PK, LDH) che lungo la via 
di Warburg-Dickens (G-6-PDH), del GDH, 
di enzimi del ciclo di Krebs quali la MDH, 
della GPT, della GOT, dell’ATP-asi, della 
Alk.P-asi e della CHE. Il comportamento di 
tali enzimi é stato studiato sia su omogenati 
di tessuto epatico di ratti resi itterici mediante 
legatura del coledoco, sia su omogenati di 
fegato di ratti normali previa addizione in 
vitro di bilirubina. 


TaBELLA I —- Comportamento di singole attivita enzimatiche: (a) nel fegato di ratti normali; (6) nel fegato 
di ratti itterici; (c) nel fegato di ratti normali dopo addizione in vitro di bilirubina. 


N. espe-| pom por | | Ald |cpH| pk | | MDH| GPT | GoT G-6-PDH Alk.P-asi_ ATP-asi| CHE 
rimenti | -P-asi } | | 
| 
io | 1§ 89 | §70 16.5 | 3§.6] 15.4 27.2) 635 | 1485 | 75.5) 2905 4 285 (10.6 
12 92 450 16 19.1 | 16.7 | 34 422 | 1098 | | 212 5.6 7.5 318 | §.7 
9 12 go 480 8 19.6 | 13.9 | 16.6, 274 832 26.5 159 3.8 4.1 215 | §.§ 


Modalita di espressione dei dati: PGM = 4M G-6-P formato/h/100 mg; G-6-P-asi, F-1,6-P-asi, Alk.P-asi, ATP-asi = 
= u.M P/h/100 mg; PGI = uM F-6-P/h/t0oo mg; Ald = Unita Sibley-Lehninger/mg; GDH, PK, LDH, MDH, GPT, GOT, 
G-6-PDH = Ak 340 m/1’/25°/vol. fin. cc 3/g; CHE = »M acetilcolina scisse/h 190 mg. 


Abbiamo voluto studiare l’eventuale in- 
fluenza sia dell’accumulo in vivo che dell’ag- 
giunta in vitro di bilirubina su singole attivita 
enzimatiche del fegato: cid al fine di stabilire 
se linterferenza del pigmento sui processi ossi- 
dativi del parenchima epatico si esplichi o 
meno tramite uno specifico insulto localizzato 
elettivamente a livello di determinati enzimi 
© sistemi enzimatici. A tal fine abbiamo stu- 
diato il comportamento di numerosi enzimi 


Sul tessuto epatico del ratto itterico abbiamo 
studiato inoltre il comportamento dei nu- 
cleotidi altamente energetici (ATP, ADP, 
AMP) e dei seguenti substrati: acido lattico, 
acido piruvico, acido z-chetoglutarico (34). 

I risultati di questa sperimentazione sono 
riportati nelle tabelle I e Ile nel grafico 7. In 
esso le modificazioni delle attivita enzimatiche 
studiate sono riferite come variazioni percen- 
tuali rispetto alla norma. 


TaBeLta II - Comportamento della concentrazione di alcuni substrati: (a) nel fegato di ratti normali; 
(b) nel fegato di ratti itterici. 


N. ATP ADP 
| esperimenti | 
— 
| 
10 go 79 
12 | 81 72 


| 
| 
| 
| 


AMP Acido lattico Acido piruvico Acido e~cheto- 
glutarico 

Jo | 20.9 1.7 1.2 
63 46.9 2.3 1.3 


I dati sono espressi in y/100 mg di tessuto fresco. 
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Acido a-chetoglutarico 
Acido lattico 

Acido piruvico 
Adenosin mono-fosfato 
Adenosin di-fosfato 


Adenosin tri-fosfato 


Colinoesterasi 
Adenosintrifosfatasi 

Fosfatasi alcalina 
Glucosio-6-P-deidrogenasi 
Transaminasi glutamico-ossalacetica 
Transaminasi glutamico-piruvica 
Malicodcidrogenasi 
Latticodeidrogenasi 
Piruvicochinasi 
Glicerofosfatodeidrogenasi 
Aldolasi 

Fruttosio-1 ,6-difosfatasi 
Fosfoglicoisomerasi 
Glucosio-6-fosfatasi 


Fosfoglicomutasi 
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Ac. a-Kgi 


- 100% 


- 100% 


Grafico 7 Comportamento di alcune attivita enzimatiche e della concentrazione di alcuni substrati: 
a) nel fegato di ratto itterico; 6) nel fegato di ratto normale dopo addizione in vitro di bilirubina. 
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Dall’esame di questo grafico risulta evidente 
che i’accumulo di bilirubina in vivo determina 
un'influenza inibitrice di entita cospicua solo 
nei riguardi di alcune attivita enzimatiche. 

La spiccata diminuzione dell’attivita aldo- 
lasica ci sembra costituisca un dato di grande 
interesse: ¢ noto infatti come proprio l’aldolasi 

ossa essere considerata fattore limitante nel- 
Pambieo della via di Embden-Mayerhof (35). 
La diminuzione di questa attivita enzimatica 
potrebbe pertanto essere responsabile di una 
diminuzione globale di attivita di tutta la via 
glicolitica di Embden-Mayerhof, nello stato 
itterico. 

Di pit difficile interpretazione ci sembra 
essere, invece, sempre nel caso del ratto reso 
itterico per legatura del coledoco, |'incre- 
mento della PK. 

Il significato di questa miodificazione in una 
condizione metabolica di rallentato catabo- 
lismo glicidico, almeno lungo la via glicoli- 
tica principale di Embden-Mayerhof, non é 
infatti facilmente spiegabile alla luce delle 
attuali conoscenze. 

Il _particolare comportamento di tale atti- 
vita enzimatica ci ha suggerito di ricercare 
se a questo livello si realizzassero eventual- 
mente meccanismi adattativi, o di difesa anti- 
bilirubina enzimo-specifici, tali da consentire, 
appunto, una conservazione dell’attivita enzi- 
matica in questione, nello stato itterico. 

Applicando lo stesso schema sperimentale 


90} @- ratio itterico 
O- rafto normaie 

80} 

70+ 

60+ 


questa attivita enzimatica: infatti l’inibizione, 
ad opera dell’aggiunta in vitro di bilirubina, 
della PK di fegati itterici si realizza con moda- 
lita assolutamente identiche a quanto avviene 
nel caso dei fegati normali. 

D’altra parte l’incremento dell’attivita PK, 
specie ove venga rapportato alla diminuzione 
netta delle attivitt MDH e LDH, pud rendere 
bene ragione del fatto d’avere riscontrato 
contemporaneamente elevati livelli di acido 
piruvico e di acido lattico. 

Il contenuto in acido piruvico del tessuto, 
infatti, si eleverebbe poet rs mentre é conser- 
vata, anzi incrementata, l’attivita PK, é sensi- 
bilmente ridotta la metabolizzazione di questo 
substrato attraverso il ciclo di Krebs (riduzione 
della MDH). Conseguentemente si avrebbe 
una accentuata trasformazione di acido piru- 
vico in acido lattico: questo fatto giustifica 
il cospicuo incremento del contenuto tessutale 


che ci aveva consentito, nel caso dello studio 50} 
della respirazione endogena globale dell’omo- 
genato, di evidenziare una maggiore resistenza 
dei tessuti itterici di fronte alla noxa lesiva 39 
rappresentata dall’aggiunta in vitro del pig- 
mento, abbiamo ricercato se l’attivita PK di 20} 
fegati di ratti itterici dimostrasse una resistenza 
maggiore che di norma di fronte all’aggiunta 
in vitro di bilirubina. 

Il risultato di questa ricerca é chiaramente 
esposto nel grafico 8. 

Sulla base dei dati ottenuti da questa speri- 
mentazione, ci sembra di poter concludere che 
lincremento della PK riscontrato nel tessuto 
epatico del ratto itterico non pud essere attri- 
buito al costituirsi, durante l’ittero, di mecca- 
nismi di difesa antibilirubina specifici per 


10} 


Grafico 8 - Influenza della bilirubina sull’attivita 
piruvicochinasica del fegato di ratti normali e di 
ratti itterici per legatura del coledoco. Le moditfi- 
cazioni sono espresse come variazioni percentuali 
rispetto ai valori ottenuti senza addizione di biliru- 
bina. Ogni punto é la media di almeno § esperimenti. 


(In ascisse, moli x 107° di bilirubina; in ordinate, variazioni 
percentuali dell’ attivita). 
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di acido lattico da noi riscontrato. A lungo 
andare, perd, l’accumulo di quest’ultimo sub- 
strato, il cui smaltimento é evidentemente in- 
sufficiente, pud divenire responsabile della de- 
pressione dell’attivita LDH, imputabile, assai 
verosimilmente, all’alterazione dell’equilibrio 
dei substrati in reazione (acido lattico — acido 
piruvico). 

Per quanto riguarda, infine, le altre attivita 
enzimatiche da noi studiate, abbiamo constatato 
che anche la CHE subisce nello stato itterico 
una diminuzione di attivita del 50% circa. 

L’assai marcato incremento di attivita della 
Alk.P-asi da noi osservato si accorda con 
numerosi dati gia noti dalla letteratura circa 
l’aumento di questa attivita nella colostasi. 

Nessuna modificazione statisticamente signi- 
ficativa é stata osservata, nel fegato del ratto 
reso itterico per legatura del co!edoco, a carico 
degli altri enzimi da noi presi in considerazione. 

Anche i nucleotidi ad alto livello energetico 
del sistema adeninico (ATP, ADP, AMP) non 
hanno subito in questa situazione sperimentale 
sensibili modificazioni. 

L’aggiunta in vitro di bilirubina determina, 
invece, una pit generalizzata influenza inibi- 
toria nei riguardi delle attivita enzimatiche 
indagate. 

Sembra perd possibile osservare che gli 
enzimi che pit’ marcatamente avevano risen- 
tito l’influenza inibitoria dell’accumulo in vivo 
del pigmento, risultano compromessi con par- 
ellen gravita anche in questa seconda situa- 
zione sperimentale. 

L’estensione dell’influenza inibitoria ad un 
maggiore numero di attivita enzimatiche po- 
trebbe essere espressione di un pit facile con- 
tatto tra la bilirubina e le strutture cellulari 
alle quali é devoluto l’espletamento delle fun- 
zioni enzimatiche, qualora il pigmento venga 
aggiunto in vitro all omogenato. 


ATTIVITA ANTIOSSIDATIVA DELLA BILIRUBINA 
NEI RIGUARDI DEL TESSUTO EPATICO UMANO. 


Sulla base dei dati ottenuti dal precedente 
complesso di ricerche ci ¢ sembrato opportuno 
indagare se i fenomeni evidenziati in via 
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sperimentale nei riguardi del fegato del ratto 
fossero riproducibil anche a carico del tes- 
suto epatico umano. 

Abbiamo voluto cioé stabilire se anche sul- 
lomogenato di fegato umano la bilirubina 
possegga attitudine ad inibire i processi ossi- 
dativi cellulari e se il tessuto acquisisca nello 
stato itterico una maggiore resistenza alla noxa 
lesiva in questione (36). 

La ricerca é stata condotta su un complesso 
eterogeneo di pazienti che abbiamo suddivisi 
in due gruppi: il primo costituito da soggetti 
non itterici, sottoposti ad intervento chirur- 
gico per cause morbose diverse (ulcera gastrica 
o duodenale, colecistopatie, cisti pancreatiche, 
ecc.); il secondo costituito invece da ammalati 
itterici (calcolosi biliare, tumori della testa del 
pancreas). 


a) I risultati ottenuti dagli omogenati di 
tessuto epatico di soggetti normali dimostrano 
che l’aggiunta di bilirubina all’omogenato 
induce una cospicua inibizione dei processi 
ossidativi. Essa si manifesta con le caratteri- 
stiche illustrate nel grafico 9; 


b) per quanto riguarda poi gli omogenati 
di tessuto epatico di soggetti itterici & stato pos- 
sibile evidenziare che l’attivita respiratoria en- 
dogena di base del tessuto in questione é 
sensibilmente inferiore a quella del tessuto 
epatico di soggetti normali. 


L’aggiunta in vitro della bilirubina all’ omo- 
genato ha rivelato un’attivita antiossidativa 
molto modesta, anche per dosi assai elevate 
di pigmento bilirubinico. Infatti l’aggiunta di 
4 moli x 10-7 di bilirubina induce, in questo 
caso, una depressione dell’ attivita ossidativa del 
sistema molto modesta, rispetto ai valori di 
base; nei riguardi, invece, tel tessuto epatico 
ottenuto da soggetti non itterici, ]inibi- 
zione ossidativa per la stessa dose di biliru- 
bina é pari all’80% circa dei valori di base 
(grafico 9). 

Dall’esame dei dati riferiti &@ possibile 
rilevare che il fenomeno studiato sul fegato 
umano denota un comportamento 
a quello riscontrato sull’omogenato di fegato 
di ratto. 
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Grafico 9 — Influenza della bilirubina sulla respirazione 
endogena di omogenati di tessuto epatico umano. 
Ogni punto é la media di almeno 6 esperimenti. 


(In ascisse, moli * 10-7 di bilirubina; in ordinate, p] O2/100 mg 
di tessuto fresco/h). 


ATTIVITA ANTIOSSIDATIVA DELLA BILIRUBINA 
NEI RIGUARDI DEL TESSUTO CEREBRALE, CAR- 
DIACO, SPLENICO E RENALE DEL RATTO NORMALE 
ED ITTERICO. 


Per completare il quadro delle nostre ri- 
cerche circa l’influenza della bilirubina sul 
metabolismo cellulare, ci siamo proposti di 
studiare l’eventuale capacita del pigmento ad 
esplicare un’interferenza metabolica ri- 
guardi dei seguenti organi: cuore, rene, milza; 
infatti abbiamo potuto constatare come manchi 
nella letteratura, sino ad ora nota, qualsiasi 
tiferimento in proposito. 

Una ricerca in tal senso potrebbe permettere 
di prospettare, almeno in via di ipotesi, una 
giustificazione del frequente riscontro, in pa- 


tologia umana, di concomitanza fra situazioni 
iperbilirubinemiche ¢ situazioni di compro- 
missione dei diversi organi. 

Abbiamo inoltre voluto sperimentare se lo 
stato itterico sia capace di determinare anche 
nel caso di questi organi una minore sensibilita 
all’influenza della bilirubina sul metabolismo 
ossidativo. 

Gli esperimenti sul cervello sono stati con- 
dotti, benché sia nota ormai la sensibilita di 
questo tessuto all’influenza antiossidativa della 
bilirubina, proprio al fine di studiare la risposta 
del tessuto cerebrale all’influenza del pigmento 
nello stato itterico (37). 


a) Il tessuto cerebrale ha dimostrato di 
subire una progressiva inibizione ossidativa 
ad opera po ome in vitro di bilirubina; 
tale fenomeno si ¢ manifestato con le caratte- 
ristiche riportate nel grafico ro. 

Anche nel caso del ratto itterico si é osservata 
una sicura inibizione della respirazione endo- 
gena di questo tessuto: essa ha un compor- 
tamento non significativamente diverso da 
quello osservato nel caso del ratto normale; 


b) il tessuto miocardico ha mostrato di 
subire un’assai intensa inibizione da parte del- 
laggiunta di quantita scalari di bilirubina. 
L’aggiunta infatti di 4 moli x 10-7 di biliru- 
bina riduce al 30% la respirazione tessutale. 

Anche questo tessuto ha mostrato di non 
acquisire nello stato itterico una minore sensi- 
bilita di fronte alla predetta attivita bilirubinica. 
I dati relativi a questa ricerca sono riassunti 
nel grafico 11; 


c) i dati ottenuti negli esperimenti condotti 
sul tessuto’ splenico dimostrano che la milza 
normale subisce una modesta ma sicura inibi- 
zione, statisticamente significativa (P<o,0s), 
per l'aggiunta di 4 moli x 10-7 di bilirubina. 
La or del ratto itterico si mostra invece 
insensibile all’azione del pigmento (grafico 12); 


d) gli esperimenti condotti sul tessuto re- 
nale hanno permesso di evidenziare che il rene 
del ratto normale subisce un’assai netta ini- 
bizione ad opera del pigmento bilirubinico. 
Essa si pud calcolare corrispondente a circa 
il 75% per una quantita di bilirubina pari a 
4 moli x 10-7. 
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Grafico 10 — Influenza della bilirubina sulla respirazione endogena di omogenati di cervello di ratti normali 
e di ratti itterici per legatura del coledoco. Ogni punto é la media di almeno 20 esperimenti. 


(In ascisse, moli x 10~? di bilirubina; in ordinate, 1 O,/100 mg di tessuto fresco/h). 


Nel caso del ratto itterico, il rene si rivela 
meno sensibile a tale azione inibitrice, produ- 
cendosi infatti, nella stessa condizione speri- 
mentale di cui sopra, una diminuzione della 
respirazione tessutale solo del 25% circa 
(grafico 13). 

Dall’esame dei dati che abbiamo riferito, é 
possibile desumere innanzi tutto che la bili- 
rubina é capace, se aggiunta in vitro, di ini- 
bire la respirazione endogena di tutti i paren- 
chimi studiati e concludere che si deve rico- 
noscere alla bilirubina la capacita di esercitare 
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un’azione nociva a livello di tutti i tessuti 
animali. 

E stato possibile infine constatare che nello 
stato itterico la respirazione endogena di base 
di ogni tessuto, quando venga paragonata al 
corrispondente ce ottenuto da animali nor- 
mali, dimostra sempre una certa deflessione. 

Questa osservazione ci consente di ritenere 
che, non solo in vitro, ma anche in vivo l’ac- 


cumulo bilirubina sia capace. di esplicare 


un perturbamento che si estende a livello di 
tutti i tessuti animali. 
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Di fronte all’aggiunta in vitro di bilirubina, 
abbiamo potuto evidenziare che il cuore ed 
il cervello si manifestano sensibili all’azione 
del pigmento anche nello stato itterico. Il 
contrario si é constatato nei riguardi della 
milza ed in misura ancor pit evidente del rene: 


in questi ultimi due casi si é ripetuta una situa- 


zione sperimentale di relativa insensibilita, ana- 
loga a quella gia segnalata nel caso del fegato. 

Ci sembra pertanto di poter concludere, 
quale spiegazione di questo fenomeno, che 
la produzione di eventuali fattori, o pit ge- 
nericamente di meccanismi antibilirubina, sia 
una caratteristica di tessuto. 
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Grafico 11 — Influenza della bilirubina sulla respirazione endogena di omogenati di cuore di ratti normali 
e di ratti itterici per legatura del coledoco. Ogni punto é la media di almeno 20 esperimenti. 


(In ascisse, moli x 10-7 di bilirubina; in ordinate, 1] O2/100 mg di tessuto fresco/h). 
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Grafico 12 — Influenza della bilirubina sulla respirazione endogena di omogenati di milza di ratti normali 
e di ratti itterici per legatura del coledoco. Ogni punto é la media di almeno 20 esperimenti. 


(In ascisse, moli x 10-7 di bilirubina; in ordinate, 1] O2/100 mg di tessuto fresco/h). 


INFLUENZA DELLA BILIRUBINA SU ALCUNE ATTI- 
VITA ENZIMATICHE DEL GLOBULO ROSSO UMANO. 


A conclusione di queste ricerche, ci sembra 
infine interessante richiamare I’attenzione sulla 
possibilita, segnalata assai di recente, che la 
bilirubina possa interferire anche sul metabo- 
lismo del globulo rosso. 

Infatti, nel corso di ricerche d’ordine enzi- 
mologico condotte sulle emazie in differenti 
condizioni morbose, é stato possibile eviden- 
ziare, nel caso di un paziente affetto da ittero 
da ostruzione extra-epatica da lungo datante, 
la carenza di tre enzimi eritrocitari: G-6-PDH, 
6-PGL e PGI (38). La carenza dei primi due 
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enzimi indicherebbe un blocco della via di 
Warburg-Dickens in diverse sue tappe, men- 
tre la lesione della PGI indica una contem- 
poranea modificazione in difetto localizzata 
anche a livello della via ossidativa principale 
di Embden-Mayerhof. 

Da un punto di vista clinico, il paziente in 

uestione non presentava uno stato di insuf- 
idan epatica, al vaglio delle prove di fun- 
zionalita solitamente in uso; la situazione 
midollare, sul piano morfologico, era appa- 
rentemente normale, mentre era presente un 

uadro ematologico periferico caratterizzato 
da numerose emazie a bersaglio. Con il regre- 
dire dell’ittero e la contemporanea scomparsa 
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dell’alterazione morfologica eritrocitaria, si é 
progressivamente ristabilita, nell’ambito del 
globulo rosso, una normale metabolizzazione 
glicidica, con graduale ritorno delle tre attivita 
enzimatiche lese a livelli normali (grafico 14). 

Altre ricerche, condotte perd su casistica di 
itteri a pit precoce risoluzione, non hanno 
portato agli stessi risultati, dimostrando invece 
un normale comportamento delle attivita en- 
zimatiche studiate. 


In via del tutto ipotetica, l'accumulo assai 
prolungato di bilirubina nel sangue potrebbe 
essere ritenuto responsabile della produzione, 
da parte del midollo, di emazie patologiche 
caratterizzate dalla presenza del descritto blocco 
metabolico: in questo caso ci sembra molto 
suggestivo il fatto di aver riscontrato una 
localizzazione prevalentemente della noxa 
lesiva a livello della via glicolitica ossida- 
tiva: questo fenomeno potrebbe rappresen- 
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Grafico 13 - Influenza della bilirubina sulla respirazione endogena di omogenati di rene di ratti normali 
e di ratti itterici per legatura del coledoco. Ogni punto é la media di almeno 20 esperimenti. 


(In ascisse, moli x 10-7 di bilirubina; in ordinate, »1 O2/100 mg di tessuto fresco/h). 
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Grafico 14 Comportamento di‘alcune attivita en- 
zimatiche eritrocitarie in un soggetto affetto da it- 
tero prolungato, a distanze di tempo progressivo 
dallo sblocco dell’ittero (riportato da Dioguardi, 38). 


(In ascisse, tempo in giorni; in ordinate, variazioni percentuali 
di attivita). 


tare, a nostro avviso, un ulteriore dato a 
conferma dell’attivita antiossidativa esplicata 
dalla bilirubina. Esso potrebbe indicare, d’altra 
parte, la possibilita di un’estrinsecazione di 
detta attivita antimetabolica oltre che nei 
riguardi dei tessuti gia menzionati, anche nei 
riguardi del tessuto eritropoietico. 


POSSIBILITA DI RIMUOVERE L’INIBIZIONE BILIRU- 
BINICA MEDIANTE CITOCROMO C. 


Ci siamo proposti di indagare se il citocromo 
dimostri di avere attitudine a rimuovere ’ini- 
bizione bilirubinica, in quanto é nota I|’osser- 
vazione di Day circa la capacita del citocromo 
C a riattivare i processi ossidativi respiratori 
del tessuto cerebrale depressi dal pigmento 
bilirubinico (1, 2). L’interesse di questa osser- 
vazione pud ricollegarsi alle possibilita dell’ esi- 
stenza di un antagonismo fra bilirubina e 
citocromi (6). 

Lo studio é stato condotto su omogenati di 
fegato, cuore, rene, milza, cervello di ratti 
normali in presenza di bilirubina aggiunta in 
vitro, e sugli stessi omogenati ottenuti da ani- 
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mali resi itterici per legatura del coledoco. 
Il citocromo C si é rivelato effettivamente 
sempre capace di impedire l’inibizione indotta 
dalla bilirubina. I dati relativi a questi esperi- 
menti sono riassunti nella tabella II. E stato 
possibile stabilire che 1 mole di citocromo C 
esercita una protezione dell’attivita respiratoria 
nei riguardi di 4 moli di bilirubina. Infatti 
l’attivita respiratoria che in presenza di 2,55 x 
x 10-* moli di bilirubina risulta depressa, pud 
venire riportata a valori normali dall’aggiunta 
di moli 0,635 di citocromo C. 

I dati da noi ottenuti sono pertanto molto 
simili, anche da un punto di vista quantitativo, 
a quelli gia segnalati da Day (2). Tale Autore 
infatti aveva precisato che l’aggiunta del cito- 
cromo C si rivela efficace quando si attui un 
rapporto molare del citocromo rispetto alla 
bilivubina di 1 : 5. Il lieve divario fra i nostri 
dati e quelli di Day pud essere imputato ad 
un maggior grado di purezza del citocromo 
impiegate da questo Autore. 

In particolare ci sembra utile segnalare che 
nel corso degli esperimenti condotti su tessuto 
epatico umano abbiamo potuto dimostrare, 
in analogia a quanto osservato sul tessuto 
epatico del ratto, che il citocromo C é capace 
di rimuovere linibizione ottenuta mediante 
laggiunta in vitro di bilirubina, nel caso di 
omogenati ricavati da frustoli di tessuto prele- 
vati da pazienti non itterici (vedi tabella IV). 

Anche nel caso di omogenati di fegato otte- 
nuti da pazienti itterici l’aggiunta di citocromo 
C ha determinato un incremento dell’attivita 
ossidativa del tessuto, inizialmente depressa 
(vedi tabella IV), riportandola a valori analoghi 
a quelli ottenuti nei fegati di soggetti normali. 

L’attitudine del citocromo C a riattivare la 
respirazione tessutale inibita dal pigmento 
biliare assume notevole interesse. Infatti ci 
sembra consentito prospettare Tipotesi che 
il citocromo possa rivelarsi utile, in condizioni 
di ittero, nel favorire il ripristino dell’ attivita 
respiratoria dell’epatocita, propio in base alla 
sua attitudine ad antagonizzare la bilirubina. 

I dati da noi ottenuti in sede sperimentale 
sul tessuto epatico del ratto ed umano possono 
pertanto essere interpretati. come un’ulteriore 
conferma dell’ osservazione clinica segnalata gia 
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TABELLA III - Effetto dell’aggiunta di citocromo C sull’inibizione indotta dalla bilirubina sulla respirazione 
endogena di omogenati di fegato, cuore, milza e cervello di ratti normali e¢ itterici. (I dati sono espressi 
in vl Og/h/100 mg di tessuto fresco). 


Fegato } 


Cuore 


Rene Milza Cervello 


normale | itterico normale | itterico | normale | itterico (normale | itterico normale itterico 


N. degli esperimenti............. 20 20 20 
400 340 $73 
base + 160 | 260 275 
base + bilirubina + citocromo C 440 440 650 


20 il II 14 14 7 7 
510 308 240 75 65 204 189 
292 166 195 57 59 II II§ 
640 400 400 80 go 240 220 


Bilirubina moli 2,55 x 10-7; citocromo C moli 0,635 x 10 


da tempo da Villa circa la pid rapida regressione 
dell’ittero in ammalati sottoposti a terapia con 
citocromo C (39, 40, 41). 

Il fatto, inoltre, che il fenomeno della rimo- 
zione ad opera del citocromo C dell’azione 
antiossidativa esplicata dalla bilirubina sia stato 
riscontrato, oltre che a livello del tessuto epa- 
tico, a livello anche di ogni altro parenchima, 
consente di ritenere che la favorevole attivita 
del citocromo possa esplicarsi, in campo di 
patologia umana, anche con un migliora- 
mento del trofismo di tutti i parenchimi, e 
che percid lazione del citocromo C si esplichi 
a livello di tutta l’economia organica e non 
solo nell’ambito dell’economia epatica. 


Il complesso delle nostre ricerche, svilup- 
pate su schemi sperimentali assai semplici che 
ci hanno consentito di ottenere un cospicuo 


TaBELLA IV - Effetto dell’aggiunta di citocromo C 


numero di dati ed una grande uniformita di 
risultati, ha permesso, in sintesi, di documentare 
con precisa evidenza, la spiccata attitudine della 
bilirubina ad inibire i processi ossidativi cel- 
lulari. L’inibizione in questione si esplica in 
maniera assai marcata soprattutto a livello dei 
processi ossidativi: il fenomeno é evidente in 
tutti i parenchimi studiati e cioé nei fegato, 
nel cuore, nel rene, nel cervello e¢ nella milza. 


Il fatto che detta inibizione ossidativa possa 
essere rimossa mediante la addizione di cito- 
cromo C indurrebbe a ritenere che il mecca- 
nismo della inibizione stessa debba ricercarsi 
in un fenomeno di antagonismo metabolico 
tra le due molecole. 


D’altra parte, l’estensione della nostra inda- 
gine ad un cospicuo numero di attivita enzi- 
matiche anche citocromo-dipendenti, 


sull’inibizione indotta dalla bilirubina sulla respirazione 


endogena di omogenati di tessuto epatico umano. (I dati sono espressi in »l Og/h/100 mg di tessuto fresco). 


base + bilirubina + citocromo C ...... 


Fegato 
itterico 
7 6 
98 55 
32 45 
140 | 


Bilirubina moli 2,55 x 10-7; citocromo C moli 0,635 x 10-7. 
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vendo dimostrato il ripetersi del fenomeno di 
inibizione anche a carico di queste ultime, ci 
consente di affermare che la bilirubina ha 
punto di attacco anche ad altri livelli: é gia 
stata prospettata, per esempio, l’ipotesi che la 
bilirubina interferisca sui processi metabolici 
per un effetto nei riguardi delle proteine apoen- 
zimatiche. Questa interpretazione del feno- 
meno non ci sembra perd del tutto soddisfa- 
cente: il non avere riscontrato, infatti, una 
drastica ed uniforme inibizione a carico indi- 
stintamente di tutte le diverse attivita enzi- 
matiche studiate, ci induce a ritenere che tale 
effetto a livello apoenzimatico, pur potendo 
assumere sicuro significato d’ordine metabo- 
lico, non sia di grado tanto spiccato da poter 
essere responsabile, da solo, della marcata ini- 
bizione della respirazione endogena. Senza 
dubbio, in questo senso interferisce anche, e 
forse in maniera pid spiccata, l’attivita anti- 
-citocromica della bilirubina. La dimostrazione, 
inoltre, della possibilita di attuazione da parte 
di alcuni tessuti di meccanismi di difesa antibi- 
lirubina, ci consente di formulare lipotesi che 
nelle condizioni iperbilirubinemiche la con- 
servazione di un discreto grado funzionale sia 
condizionata, appunto, dalla capacita del tes- 
suto a mettere in opera i precitati meccanismi 
di difesa.-1l venir meno di essi, o per un graduale 
processo di esaurimento col passar del tempo, 
o per lo stabilirsi di un’improvwvisa insufficienza 
di fronte alla noxa patogena, giustifica il 
frequente instaurarsi, in condizioni di ittero, 
di drammatici quadri di insufficienza funzionale 
a livello dei vari parenchimi. 


Ci sembra interessante sottolineare, pero, 
il fatto che tali meccanismi di difesa non si 
realizzano in tutti i tessuti: essi non compaiono, 
per esempio, a livello dei tessuti miocardico e 
cerebrale: tali parenchimi, d’altronde, non ri- 
velano, né sul piano sperimentale né su quello 
clinico, un particolare comportamento nella 
loro sensibilita verso la bilirubina. 


I fenomeni osservati sui tessuti animali pos- 
sono essere trasferiti in campo di patologia 
umana, in quanto analoghi dati abbiamo otte- 
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nuti applicando lo stesso modello sperimentale 
ad alcuni tessuti umani, ed in particolare al 
tessuto epatico ed al globulo rosso. 


Queste ultime considerazioni, in particolar 
modo, ci sembra sottolineino l’interesse non 
solamente sperimentale o teorico della ricerca 
da noi intrapresa. Essa infatti ha consentito 
di acquisire, a nostro avviso, un complesso di 
nozioni che permettono di prospettare un’in- 
terpretazione di natura elettivamente meta- 
bolica dei diversi quadri clinici che accompa- 
gnano gli stati iperbilirubinemici. 


Il complesso di questi dati, inoltre, fornisce 
la possibilita di prospettare un’interpretazione 
d’ordine enzimatico-metabolico circa la pato- 
genesi delle epatiti acute, o almeno di kan 
di esse: verosimile infatti_ che l’escrezione 
della bilirubina a livello dell’epatocita sia un 
fenomeno attivo condizionato dall’efficienza 
di processi ossidativi destinati a fornire alla 
cellula una quota di energia devoluta proprio 
all’espletamento di questo compito. E noto 
d’altra parte come ogni attivita cellulare sia 
garantita dall’integrita dei fermenti ossidativi 
e come essi siano, a loro volta, condizionati 
dall’efficienza funzionale della catena dei cito- 
cromi. L’intervento di noxe aventi tropismo 

articolare verso questi sistemi enzimatici cel- 
ulari, deputati della bilirubina, 
potrebbe divenire responsabile di una aboli- 
zione o di una riduzione di attivita della 
catena enzimatica in questione, forse specifica; 
a questa modificazione metabolica sarebbe 
appunto da imputare il blocco dell’escrezione 
bilirubinica. 


Questa ipotesi patogenetica pud bene spie- 
gare, a nostro avviso, il fenomeno del blocco 
improvviso e completo dell’escrezione biliru- 
binica, con conseguente rapido innalzarsi dello 
stato bilirubinemico, e, per contro, la modalita 
critica con cui spesso intervengono lo sblocco ¢ 
la remissione dell’iperbilirubinemia: fenomeni 
entrambi caratteristici delle epatiti acute ¢ 
non facilmente riconducibili a fatti del tutto 
meccanici. 
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RIASSUNTO 


L’eftetto della bilirubina, nelle sue frazioni libera, 
mono- e di-glicuronata, sul metabolismo cellulare 
viene illustrato attraverso un complesso di ricerche 
sperimentali condotte sia nel ratto che nell’uomo su 
fette ed omogenati d’organi, mediante valutazione 
tanto del consumo globale d’ossigeno che del com- 
portamento di singole attivita enzimatiche. La bili- 
rubina, sia libera che in forma mono- e di-glicuronata, 
dimostra di avere una spiccata attivita inibente i vitro 
neiriguardi dei processi ossidativi di tutti i parenchimi 
studiati (fegato, cuore, rene, milza, perdi orm anche 
le attivita enzimatiche della via glicolitica di Embden 
e Mayerhof e della via di Warburg e Dickens mostrano 
di risentire l’effetto inibitorio della bilirubina. Iden- 
tico rilievo é stato fatto a carico di alcuni enzimi del 
ciclo di Krebs, di alcuni enzimi defosforilativi e della 
colinesterasi. Sia il ratto che l’uomo, in condizione 
di ittero, rivelano la capacita a mettere in atto mec- 
canismi i quali, almeno in parte, realizzano una 
difesa nei riguardi della predetta attivita della bili- 
tubina. Il citocromo C ha dimostrato in vitro atti- 
tudine a rimuovere l’effetto antiossidativo della bili- 
tubina, purché si realizzi un rapporto molare fisso 
tra le due sostanze, pari a 1 mole di citocromo per 
4 moli di bilirubina. 


RESUME 
Effets de la bilirubine sur le métabolisme cellulaire. 


Dans ses fractions libre, mono- et di-glycuronée, 
l'effet de la bilirubine sur le métabolisme cellulaire 
est illustré grace 4 un ensemble de recherches expéri- 
mentales faites tant sur le rat que chez l’homme, sur 
des coupes et des homogénes d’organes, par des 
évaluations de la consommation globale d’oxygéne 
et du comportement de chacune des activités enzy- 
matiques. La bilirubine libre ou en forme mono- et 
di-glycuronée, témoigne d’avoir une activité inhi- 
bitrice poussée in vitro, vis-a-vis des processus d’oxyda- 
tion de tous les parenchymes étudiés (foie, coeur, 
rein, rate, cerveau); méme les activités enzymatiques 
de la voie glycolytique d’Embden et de Mayerhof 
et de la voie de Warburg et de Dickens prouvent 
de sentir l’effet inhibiteur de la bilirubine. Une obser- 
vation identique a été faite aux dépens de certains 
enzymes du cycle de Krebs, de quelques enzymes ed 
déphosphorylation et de la cholinesterase. En état 
dictére, tant le rat que l’homme, révélent le pou- 
voir de mettre en mouvement les mécanismes qui, 
du moins en partie, réalisent une défense vis-a-vis 
de la susdite activité de la bilirubine. Le cytochrome 
C a manifesté in vitro une aptitude 4 enlever leffet 
d’anti-oxydation de la bilirubine, pourvu que se 
réalise un rapport molaire fixe entre les deux sub- 
stances, égal 4 1 masse de cytochrome pour 4 mas- 
ses de bilirubine. 


SUMMARY 
Effects of bilirubin on cellular metabolism. 


The effects of the free mono- and di-glycuronate 
fractions of bilirubin on cellular metabolism are 
illustrated by means of a series of experimental studies 
on both rats and man, and estimating the total oxygen 
consumption along with the behaviour of the single 
enzymatic activities. Whether free or as the mono- 
and di-glycuronate, bilirubin reveals marked in vitro 
inhibiting activity on oxidative processes in all the 
various types of parenchyma studied (liver, heart, 
kidney, spleen, brain). The enzymatic activities of 
Embden’s and Mayerhof’s glycolytic routes, besides 
those of Warburg and Dickens, show the effect of 
bilirubin inhibition. An identical observation has 
been made with regard to some enzymes of Kreb’s 
cycle, of some dephosphorylation enzymes, and of 
cholinesterase. Both rats and man reveal a capacity 
during jaundice, of putting into effect mechanisms 
which, at least in part, exert a defence against the 
above-mentioned bilirubin activity. Cytochrome C 
has displayed an in vitro effect capable of annulling 
the anti-oxidative effect of bilirubin, as long as there 
is a fixed molar ratio between the two substances, 
equivalent to 1 mol cytochrome per 4 mols bili- 
rubin. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Die Wirkung des Bilirubins auf den Zellstoffwechsel. 


Die Wirkung des Bilirubins in seiner freien, mono- 
glucuronierten und biglucuronierten Form auf den 
Zellstoffwechsel wird in einer Reiche experimenteller 
Untersuchungen an Organschnitten und Organhomo- 
genaten der Ratte und des Menschen durch Messung 
des Gesamtsauerstoffverbrauches und Priifung des 
Verhaltens einzelner Fermentwirkungen dargestellt. 
Sowohl das freie wie das mono- und bi-glucuronierte 
Bilirubin zeigt in vitro eine deutliche Hemmwirkung 
auf die oxydativen Prozesse aller untersuchten Paren- 
chyme (Leber, Herz, Niere, Milz, Gehirn); auch die 
fermentativen Vorgange der Embden-Mayerhof’schen 
Glykolyse und der Warburg-Dickens’schen Kette 
werden durch Bilirubin hemmend beeinflusst. Das 
Gleiche trifft fiir einige Enzyme des Krebs-Zyklus, einige 
dephosphorylierende Fermente, und fiir die Cholin- 
esterase zu. Bei bestehendem Ikterus zeigen Ratte und 
Mensch die Fahigkeit, Mechanismen zur Wirkung zu 
bringen, die den Organismus vor den oben erwahnten 
Einfliissen des Bilirubins wenigstens teilweise schiitzen. 
Cytochrom C vermag in vitro die oxydationshem- 
mende Wirkung des Bilirubins aufzuheben, wenn 
die beiden Substanzen in einem festen molaren 
Mengenverhiltnis von 1 Mol Cytochrom zu 4 Mol 
Bilirubin vorhanden sind. 
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RESUMEN 


Efectos de la bilirrubina sobre el metabolismo celular. 


El efecto de la bilirrubina, en sus fracciones libre, 
mono- y di-glicuronada sobre el metabolismo celular 
es ilustrado a través de un conjunto de investigaciones 
experimentales llevadas a cabo tanto en la rata como 
en el hombre, en cortes y homogeneizados de organos, 
mediante valuacién ya sea del consumo global de 
oxigeno o del comportamiento de cada una de las 
actividades enzimaticas. La bilirrubina, ya sea libre 
o en forma mono- y di-glicuronada, demuestra tener 
una marcada actividad inhibente in vitro respecto a 
los procesos oxidativos, de todos los parénquimas 
estudiados (higado, corazon, rifion, bazo, cerebro); 
incluso las actividades enzimaticas de la via glicolitica 
de Embden y Mayerhof y de la via de Warburg y 
Dickens muestran sentir el efecto inhibitorio de la 
bilirrubina. Una idéntica comprobacién result6 a 
cargo de algunas enzimas del ciclo de Krebs, de 
algunas enzimas de defosforilacién, y de la coline- 
sterase. Tanto la rata como el hombre, en condiciones 
de ictericia, revelan la capacidad de poner en acto 
mecanismos que, por lo menos en parte, realizan una 
defensa contra la mencionada actividad de la bilir- 
rubina. El citocromo C ha demostrado in vitro aptitud 
a remover el efecto antioxidativo de la bilirrubina, 
siempre que se realize una relacién molar fija entre 
las dos substancias, igual a 1 masa de citocromo por 4 
masas de bilirrubina. 
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Alcuni fattori vitaminici e 


Crediamo interessante stralciare brevemente 
alcuni argomenti di interesse vitaminologico 
dal primo volume di una Bibliotheca Nutritio et 
Dieta (*), che raccoglie una serie di contributi 
di studiosi riuniti per iniziativa della Stiftung 
im Griine, alla inaugurazione dell’Istituto di 
Ricerche sulla Nutrizione, a Berna il 18 aprile 
1959. 

In un momento in cui gli studi sul metabo- 
lismo lipidico e l’aterosclerosi tendono ad indi- 
rizzare 1 consumi alimentari verso i grassi insa- 
turi, allontanandoli dai grassi saturi, sembra 
degno di particolare attenzione lo studio di 
Gyorgy e Coll., dal titolo Dietary Fat and 
Cirrhosis of the Liver. 

Riprendendo loro precedenti ricerche, gli 
Autori dimostrano come lo sviluppo della 
cirrosi sia pit. rapido e. pit completo nei ratti 
sottoposti ad una dieta cirrogena quando i 
grassi vi siano rappresentati da lardo e da olio 
di fegato di merluzzo, cioé da sostanze ricche 
di grassi insaturi. Cid é ancor pit evidente nel 
caso dell’olio di palma, di cui é noto l’impiego 
alimentare in alcune aree africane, e che si é 
tivelato fattore cirrogeno di tipo particolare 
e di eccezionale potenza. Al contrario, quando 
i grassi della dieta sono rappresentati da grassi 
vegetali idrogenati, il decorso della cirrosi é 
ritardato ed alleviato. 

La vitamina E appare capace di neutralizzare 
lazione procirrogena dei grassi insaturi nel 
caso dell’olio di fegato di merluzzo e del lardo, 
ma non in quello dell’olio di palma. Si tratta, 
come si vede, di un campo di studi particolar- 
mente attuale, e che ci auguriamo venga presto 
completamente esplorato. 


(*) Aktuelle Probleme der Ernahrung. Hgb. J. C. Somogyi. 
Bibliotheca Nutritio et Dieta, vol. 1. Karger, Basel/New York, 1960. 


problemi della nutrizione 


Passando ad argomenti di interesse fisiologico 
generale, Von Muralt riassume lo stato attuale 
delle conoscenze sulle funzioni della vitamina 
B, nei processi di eccitazione dei nervi perife- 
rici. Piccole quantita di tiamina vengono infatti 
liberate durante la stimolazione del nervo, e 
sembra che un livello minimo di tiamina sia 
necessario per la funzione del sistema traspor- 
tatore di sodio, nonché per il regolare svolgersi 
della fase di ripristino. 

notevole il fatto che, mentre i competitori 
della tiamina (neopiritiamina) e le sostanze 
capaci di distruggere la vitamina possiedono 
una dimostrabile azione sul nervo o sui recet- 
tori, i competitori della cocarbossilasi (ossi- 
tiamina) ne sono privi, cid che potrebbe far 
supporre, per la vitamina B, del nervo, un 
meccanismo d’azione diverso da quello enzi- 
matico classico. 

Gli antimetaboliti della tiamina vengono 
dettagliatamente discussi dalla J. C. Somogyi, 
che distingue antimetaboliti per analogia strut- 
turale e antimetaboliti per attivita di modifi- 
cazione strutturale. 

Si conoscono attualmente almeno otto so- 
stanze, tutte prodotte per sintesi, capaci di 
svolgere un’attivita competitiva antitiaminica 
per analogia strutturale: di queste la pid attiva 
sembra essere la neopiritiamina. 

L’interesse di queste sostanze é soprattutto 
di ordine biochimico e farmacologico, mentre 
un significato biologico pit: ampio ci sembrano 
avere gli antimetaboliti del secondo gruppo 
largamente diffusi in natura e capaci di degra- 
dare e inattivare la tiamina nei substrati, con 
conseguenze fisiopatologiche talora clamorose. 
Ricordiamo infatti come la scoperta del primo 
di tali fattori, nell’intestino della carpa, abbia 
fatto seguito all’osservazione di polineuriti pa- 
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ralitiche nelle volpi argentate, che di tali pesci 
si cibavano. Anche nella patogenesi del cosid- 
detto avvelenamento da felci degli ovini é stata 
riconosciuta |’esistenza di una componente di 
avitaminosi B,. Non priva di significato pratico 
é forse poi la scoperta di microrganismi inat- 
tivanti la B, nelle feci di pazienti affetti da 
beri-beri. 

Questi fattori inattivanti, non del tutto pro- 
priamente definiti tiaminasi, sono presenti in 
animali a sangue freddo (oltre alle carpe, in 
molluschi e crostacei), in alcuni organi di ani- 
mali a sangue caldo (milza e cuore di coniglio), 
in batteri intestinali e in diverse piante (felci, 
gia ricordate, patate dolci, ecc.). L’Autore si 
diffonde particolarmente sul fattore estratto 
dall’intestino di carpa (per il quale si é arrivati 
ad una purificazione molto avanzata) e su 
quello estratto dalla felce Pteris aquilina, 
che sembra comprendere diversi _principi 
attivi. 

I batteri intestinali sono necessari alla vita 
anche negli animali non ruminanti? E fino a 
che punto i microrganismi del tratto intestinale 
inferiore cooperano al rifornimento vitami- 
nico dell’ ospite ? 

Al primo quesito Cremer risponde negativa- 
mente, ricordando le note esperienze sui ratti 
allevati per pid generazioni in condizioni di 
completa sterilita. Anche utilita generica dei 
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batteri intestinali ¢ posta in dubbio dalle espe- 
rienze che dimostrano come |’azione favorevole 
degli antibiotici sullo sviluppo ponderale 
(soprattutto nei volatili) sia legata all’inibizione 
di microrganismi nocivi. Non si pud perd 
negare che in determinati casi i microrganismi 
intestinali portino un contributo apprezzabile 
all’approvvigionamento vitaminico dell’ ospite, 
come sembra dimostrato almeno per la vita- 
mina K e per l’inosite. 

Da un punto di vista generale bisogna perd 
distinguere fra le capacita dalla flora intestinale 
di sintetizzare vitamine, in particolare del 
complesso B, capacita ormai indubbia, ¢ la 
possibilita, per le vitamine sintetizzate, di rap- 
presentare una fonte di approvvigionamento 
per l’organismo, di venire cioé sufficiente- 
mente e regolarmente riassorbite. Si é affer- 
mato, ad esempio, che il sorbitolo sarebbe 
capace di esercitare una certa azione di rispar- 
mio sull’apporto esogeno di tiamina, favo- 
rendo |’approvvigionamento endointestinale 
di questa vitamina. Le ricerche dell’ Autore non 
confermano questa osservazione nell’uomo 
(sulla base dell’escrezione urinaria di tiamina), 
mentre nel ratto l’azione di risparmio compare 
solo quando all’animale sia consentita una 

arziale coprofagia. Il sorbitolo favorisce quindi 
a sintesi batterica, ma non il riassorbimento 
della tiamina. 


G. Fowst 
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